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論文内容の要旨
【目　的】
周産期における低酸素性・虚血性脳障害（HIE）は、脳性麻痔や知能障害など不可逆的な神経障
害の主原因である。したがって、これらの予防法ならびに治療法の確立は、今日もなお周産期医療
における重要な課題である。これまでに、多くの神経栄養因子が種々の脳損傷で障害をこうむった
神経細胞の生存維持に寄与していることが明らかになってきた。その中のひとつ、上皮成長因子
Epidermalgrowthfactor（EGF）は、その受容体（EGFR）と結合することにより、神経細胞の生存
維持や神経突起の伸展を促す作用があることが知られている。ところで、Heparin－bindingEGF－like
growthfactor（HB－EGF）はEGFスーパーファミリーのひとつで、胎生期から生後早期のラット脳
でその発現が確認され、これらの時期にはHB－EGFがEGPRの主要なリガンドであると推測されて
いる。今回われわれは、新生仔ラット脳を用いたHIEモデルでHB－EGF遺伝子の発現を観察した。
さらにその発現元進の機序を明らかにすべくN－methyl－D－aSpartate（NMDA）を投与するモデルを
用い、HB－EGFの動態を観察した。
【方　法】
HIEモデルの作製には、生後7日齢のSprague－Dawley（SD）ラットを用いた。深麻酔下にラッ
トの左頸動脈を結致・切断した後、8％酸素・92％窒素混合ガスを満たしたガラス容器の中に34℃
で2時間留置し、HIE群とした。対照には無処置の生後7日齢ラットを用いた。まず、低酸素性e
虚血性（HI）負荷によるHB－EGFmRNA発現量の変化を、ラットHB－EGFcDNAから作製した
CI）NAprobe（Dr．J．A．Abrahamより譲渡）を使用し、nOrthernblot法により検索した（n＝3）。検
体脳は、HI負荷後3、16、24、48、72時間および7日後に0．1Mphosphatebufferedsaline（PBS）
を用いて脱血ののち摘出し、海馬を含む大脳皮質を頸動脈結繁側・非結繋側に分けて凍結した。生
理的な発現レベルを知る目的で生後10日齢の無処置ラットについても検討を行った。あわせてHB－
EGFmRNAの発現の局在を知る目的で、両群ラットの脳をメタノール・カルノア液で浸潰固定後、
7〟m厚のパラフィン切片を作製し、ジゴキシゲこン標識したラットantisenseRNAprobeを用い
てinsituhybridizationを行った。
さらにHI負荷によるHB－EGP遺伝子発現の変化の機序を検索するため、HI負荷の代わりに、脳
内に興奮性アミノ酸であるNMDAを直接投与してHIE類似の障害を惹起LmRNA量を測定した。
麻酔下に、生後14日ラットの左線条体に脳定位装置を使用して37．5nmol／1．軸ゼ（0肌MTrisbuffer
pH7・4で溶解）のNMDAを緩徐に注入した。投与後1、3、16、24時間で掃出した脳を用い、HIE
モデルと同様にnorthernblotによる解析を行った。
【結　果】
対照群である無処置ラット脳においては、生後7日目でHB－EGPmRNAの発現が認められた。
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また、生後10日目においても同等量の遺伝子発現がみられた。それに対し、H王Eモデルでは、頸動
脈結繁側の海馬および大脳皮質で、負荷後3時間から24時間において対照と比べ有意な　わく0．05）
HB－EGFmRNAの発現元進がみられた。insituhybridizationを用いた観察においては、HI負荷後
3時間からHB－EGflmRNA発現の低下した領域が認められ、16時間ではより顕著となった。これ
らHB－EGP遺伝子発現の低下した領域の周囲の神経細胞では、HB－EGPmRNAの発現克進が認めら
れた。一方、NMDA脳内投与モデルでは、投与側の海馬および大脳皮質において、NMDA投与後
1時間から24時間において、無処置の対照群に比べHB－EGFmRNAの強い発現克進がみられた。
【考　察】
HB－EGFと共通の受容体EGFRに結合するEGFは、invitroならびに成獣を用いたi71Vivoの実
験系で、低酸素や虚血のストレスから神経細胞を保護する作用が報告されている。われわれの実験
で、H工負荷後早期にHB－EGymRNAの有意な発現元進がみられたことは、低酸素性e虚血性の障
害をこうむった幼若ラット脳において、HB－EGPが神経保護機転に重要な役割を担っていることを
示唆する。加えて梗塞巣周辺、いわゆるpenumbra領域の神経細胞においてその遺伝子発現が克進
していたことから、HBTEGFはsublethalな障書を受けた神経細胞の保護に関与していることが推測
される。今日、低酸素性e虚血性の負荷によって生ずる局所の脱分極は興奮性アミノ酸の細胞外泊
度を上昇させ、これらがNM工）A受容体に結合し、神経細胞の死にいたる一連の機序の引き金にな
ると考えられている。NMI）A脳内投与モデルで、極めて早期からHB－EGFの強いupregulationがみ
られたことから、HB－EGFはNMi〕A受容体を介する細胞障害経路を修飾することにより神経保護
作用を発揮している可能性が考えられた。
【結　論】
HB－EGPは、新生仔におけるHⅢにおいて、神経細胞防御に重要な役割をになっていることが推
察された。そして、その神経保護作用は、NMDA受容体を経由する一連の細胞障害過程を修飾す
ることによるものと考えられた。
論文審査の結果の要旨
最近、種々の神経栄養因子が神経系の障害時に神経細胞保護機転に関与していることが明らかに
されつつある。しかし新生児の低酸素性e虚血性脳障害（HⅢ）における神経栄養因子の役割につ
いては、いまだ不明な点が多い。本研究では、神経栄養因子の一つであるHeparin－bindingEGF一止ke
growthfactor（HB－EGF）の新生児HIEにおける役割を明らかにするため、一側頸動脈結染・低酸
素負荷による新生仔HIEモデルラットを作製し、HB－EGFmRNAの脳内発現動態を検索した。そ
の結果、障害後早期に障害側大脳皮質の梗塞巣周囲の神経細胞においてHB－EGPmRNAの発現元進
がみられた。加えて、興奮性アミノ酸のNMDA受容体の作動物質であるNMDAを脳内に注入し、
HIE類似の障害を惹起するモデルにおいても同遺伝子の強い発現誘導が起こることを確認した。以
上により、HB－EGFは新生仔ラットHIEで神経細胞防御過程に関与していることが示唆された。こ
の機序としては、NMDA受容体を介する一連の神経細胞障害過程に修飾を加えることによること
が推察される。以上の結果は新生仔HIEにおける、HB－EGFに関する初めての報告であり、神経栄
養因子の臨床応用への基礎的研究として寄与するところが大きい。
したがって、本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認められる。なお本学位授
与申請者は平成12年2月14日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合格と認められたもの
である。
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